SEGA SpLEAl 基因 克隆 及 干旱 胁迫 下 的 表达 分 析 
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(西南 林业 大 学 园林 园艺 学 院 , 昆明 650224) 

摘要 : 晚期 胚胎 发 育 丰 富 蛋 白 ate embryogenesis abundant, LEA) 与 植物 抗 道 性 密切 相关 ， 
在 干旱 胁迫 下 保护 植物 细胞 ,减少 植物 损伤 , 并 广泛 存在 于 生物 体内 。 垫 状 卷 柏 CSelaginella 
pulvinata) 是 一 种 在 干旱 胁迫 下 生存 能 力 极 强 的 蕨 类 植物 ， 有 具有 很 强 的 恢复 能 力 。 为 探究 垫 
状 卷 柏 SpLEA1 基因 在 耐 旱 植物 中 的 分 子 机 制 与 表达 特征 ， 该 研究 以 高 耐 旱 性 植物 热 状 卷 柏 
为 实验 材料 ， 基 于 转录 组 测序 结果 ， 采 用 RT-PCR 技术 获得 SpLEA1 基因 cDNA 序列 ， 采 用 
HiTail-PCR 技术 获得 启动 子 序列 ， 利 用 生物 信息 学 对 序列 进行 了 分 析 ， 采 用 qRT-PCR 技术 ， 
分 析 了 SpLEA1 基因 在 干旱 胁迫 下 的 表达 模式 。 结 果 表 明 : (1) AREH SpLEA1 全 长 为 
476 bp, FREE CORF) 为 279 bp， 共 编码 92 个 氨基 酸 ， 通 过 在 线 工 具 预 测 到 蛋白 分 
子 量 为 9 49146 Da, 等 电 点 为 5.45， 和 蛋白 结构 预测 分 析 表 明 该 蛋白 为 亲 水 性 和 蛋白, 含有 10 
个 磷酸 化 位 点 ， 二 级 结构 以 a- 螺 旋 和 无 规则 卷曲 为 主 。 2) 预测 到 SpLEA1 蛋白 的 保守 结 
构 域 为 Lea-5, 来 源 于 LEAL 家 族 ,基于 系统 发 生 树 和 遗传 距离 矩阵 ， 发 现 热 状 卷 相 SpLEA1 
EE ELE (Cicer arietinum ) 和 红 三 叶 (Trifolium pratense) 的 Lea-5 蛋白 同 源 性 较 高 。 
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(D 利用 在 线 工 具 对 启动 子 序列 进行 顺 式 作用 元 件 的 预测 分 析 发 现 SpLEA1 基因 启动 子 含 
有 5 类 激素 响应 元 件 和 与 干旱 胁迫 响应 有 关 的 功能 元 件 。 (4) 在 自然 干旱 处 理 下 SpLEA1 
基因 表达 上 调 并 在 12 h 时 达到 峰值 ， 在 24 h 干旱 后 进行 复 水 处 理 ， 表 达 量 显著 下 调 。 综 
所 述 ，SpLEA1 基因 在 垫 状 卷 柏 中 很 可 能 参与 了 干旱 胁迫 响应 机 制 的 相关 调控 。 此 结果 为 进 
一 步 研究 垫 状 卷 柏 SpLEA1 基因 在 干旱 胁迫 下 的 功能 及 其 表达 调控 机 制 莫 定 了 基础 。 
关键 词 ， 热 状 卷 柏 ，SpLEA1， 基 因 克 隆 ， 启 动 子 克隆 ， 表 达 分 析 
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Cloning and expression analysis of the SpLEA1 gene of 


Selaginella pulvinata under drought stress 
ZHOU Xuan, GAO Penghua, YAN Bo 


(College of Landscape Architecture and Horticulture Sciences, Southwest Forestry University, 
Kunming 650224) 
Abstract: Late embryogenesis abundant (LEA) is closely related to plant resilience, protects plant 
cells, reduces plant damage under drought stress, and is widely present in organisms. LEA proteins 
are less studied in ferns, and Selaginella pulvinata is a fern with the ability to survive drought 
stress, and it is a fern with a strong recovery ability under drought stress. To investigate the 
molecular mechanisms and expression characteristics of the SpLEAI gene in drought-tolerant 
plants, this study used the highly drought-tolerant plant S. pulvinata as experimental material and 
obtained the cDNA sequence of the SpLEAl gene by RT-PCR based on the transcriptome 


sequencing results. The promoter sequence was obtained by the HiTail-PCR technique, and the 
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sequence was analyzed by bioinformatics. qRT-PCR was used to analyze the expression pattern of 
the SpLEAI gene under drought stress. The results were as follows: (1) The length of SpLEAI was 
476 bp, the open reading frame (ORF) was 279 bp, and it encoded 92 amino acids. The predicted 
molecular weight of the protein was 9 491.46 Da, and the isoelectric point was 5.45. The predicted 
protein structure analysis showed that the protein was hydrophilic. The protein contained 10 
phosphorylation sites, of which 6 serine, 3 tyrosine, and 1 threonine, respectively, and the 
predicted secondary and tertiary structures showed that the protein was mainly composed of 
a-helix and random coil. (2) The conserved structural domain of the SpLEAI protein was 
predicted to be Lea-5, derived from the LEA1 family. Based on the phylogenetic tree and genetic 
distanced matrix, the SpLEAI was found to have high homology with Lea-5 protein from Cicer 
arietinum and Trifolium pratense . (3) Predictive analysis of cis-acting elements in promoter 
sequenced using online tools revealed that the SpLEA1 gene promoter contained five classes of 
hormone response elements and functional elements related to the drought stress response. 
The SpLEA] gene was hypothesized to have multiple functions in the plant body and was closely 
related to drought stress response mechanisms. (4) SpLEA1 gene expression was up-regulated 
under natural dehydration treatment and peaked at 12 h. After rehydration treatment at 24 h, 
expression was significantly down-regulated. In summary, the SpLEA] gene is likely to be 
involved in the regulation of drought stress response mechanisms in matted curly cypress. This 
result lays the foundation for further studies on the function of the matted cypress SpLEA1 gene 
under drought stress and its expression regulation mechanism. 


Keywords: Selaginella pulvinata, SpLEA1, genetic cloning, promoter cloning, expression analysis 


植物 在 长 期 进化 过 程 中 ， 对 外 界 的 生物 胁迫 与 非 生 物 胁迫 有 系统 的 生理 及 分 子 响 应 机 
里 。 研 究 报道 指出 ， 胚 胎 发 育 晚 期 丰富 和 蛋白 (late embryogenesis abundant, LEA) SP% 
性 相关 ， 广 泛 参 与 植物 对 非 生 物 胁迫 的 响应 过 程 〈 李 翔 ，2016) 。LEA 蛋白 最 初 是 在 棉花 
种 子 中 分 离 克 隆 得 到 的 〈Dure et al, 1981) ， 之 后 研究 发 现 LEA 蛋白 广泛 存在 于 植物 、 无 
次 椎 动物 与 原核 生物 中 。LEA 基因 在 植物 的 整个 发 育 阶 段 均 有 表达 , 特别 是 在 植物 遭受 如 干 
旱 ， 高 温 等 环境 胁迫 时 ，LEA 基因 在 植物 组 织 细 胞 中 大 量 表达 ， 积 累 丰 富 的 LEA 和 蛋白 以 应 
对 外 界 环境 (Wise, 2003; Silveira et al., 2008) 。2010 年 ，Hunault & Jaspard (2010) 建立 了 
LEA 和 蛋白 数据 库 (Late Embryogenesis Abundant Proteins database，LEAPdb)， 根 据 LEA 和 蛋白 
氨基 酸 序列 的 8 个 保守 的 PFAM 结构 域 对 LEA 蛋白 成 员 进 行 生 物 信 息 学 分 析 。 通 过 LEA f& 
白 数 据 库 确认 研究 中 所 提取 的 LEA. EAR PFAM 号 , 可 以 确定 其 所 属 的 LEA 蛋白 家 族 , 为 
后 续 实 验 提 供 基础 。 LEAl(group 1 late-embryogenesis-abundant proteins) 是 以 无 规则 结构 形 
式 存在 的 亲 水 性 蛋白 , 在 植物 中 广泛 分 布 ， 典型 代表 为 棉花 D-19、 小 麦 EM 蛋白、 大麦 B19 
E 。LEA1 家 族 成 员 均 具有 杀 水 性 ， 各 成 员 之 间 具 有 的 亲 水 性 极 高 的 20 个 氨基酸 的 保 
守 基 序 (GGETRKEQLGEEGYREMGRK) 数量 多 变 (Stacy et al., 1995) 。 
在 植物 中 克隆 目的 基因 的 启动 子 能 进一步 系统 分 析 基 因 的 功能 。 植 物 启 动 子 是 一 段 含有 
转录 起 始 位 点 ， 调 控 基因 表达 的 DNA 序列 ， 启 动 子 的 转录 频率 、 起 始 方向 和 位 点 均 是 基因 
转录 调控 表达 的 关键 (Liu etal., 1997; 王 志 等 ，2011; IKETE, 20190 。 启 动 子 主要 包含 
一 些 特异 性 的 调控 基 序 〈 梅 玉 萌 ，2018) ， 在 结构 和 功能 上 可 以 分 为 组 成 型 启动 子 、 诱 导 型 
启动 子 和 组 织 特异 型 启动 子 〈 杨 瑞 娟 等 ，2018) 。 研 究 表明 ， 诱 导 型 启动 子 在 外 界 环境 因素 
发 生 改 变 时 ， 会 使 基因 瞬时 或 持续 性 上 调 表 达 (Durzo et al., 2013) 。Zheng 等 〈2019) 从 
卷心菜 中 分 离 得 到 了 一 个 非典 型 LEA 基因 LpLEA 基因 及 其 启动 子 序列 , 分 析 表 明 LpLEA 
因 的 启动 子 存在 与 非 生 物 胁迫 有 关 的 独特 顺 式 作 用 调控 元 件 , LpLEA 基因 在 不 同 非 生物 胁迫 
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及 脱落 酸 诱 导 下 在 不 同 部 位 表达 量 均 提高 。 

热 状 卷 柏 CSelaginella pulvinata) 又 名 九 死 还 魂 草 ， 主 要 分 布 于 我 国 的 干旱 地 区 ， 常 生 
长 于 裸露 的 石灰 岩 表 面 或 者 石 终 中 ， 具 有 很 强 的 耐 旱 性 ， 属 于 蕨 类 植物 门 垫 状 卷 柏 科 垫 状 卷 
柏 属 土生 或 石生 的 复苏 植物 (吴征 锐 ，2004) 。 研 究 表明 ， 执 状 卷 柏 具有 独特 的 活性 氧 生成 
和 清除 调节 途径 , 增强 脱落 酸 生 物 合成 和 潜在 的 调节 脱落 酸 信号 及 对 脱落 酸 响应 的 机 制 ， 且 
对 其 叶绿体 基因 组 分 析 发 现 其 叶绿体 结构 具有 独特 的 重 排 且 叶绿体 NAD (P) H 脱氧 酶 
(NDH) 基因 完全 缺失 (Saucedo et al., 2017) 。 LEAI 蛋白 可 在 植物 幼苗 时 期 受 干旱 、 盐 
胁迫 、ABA 以 及 低温 胁迫 诱导 表达 ， 且 对 植物 体内 乳酸 脱毛 酶 的 活性 有 保护 作用 ， 同 时 可 
正 向 调控 部 分 钙 依 赖 性 蛋白 激酶 的 表达 “分 永 东 ，2011; Xiang et al., 2018) , LEA1 蛋白 作 
为 参与 植物 耐 受 性 调控 的 重要 蛋白 在 高 耐 旱 植物 垫 状 卷 柏 中 发 挥 的 作用 值得 探究 。 目 前 ， 有 
关 蕨 类 植物 LEA 蛋白 的 研究 较 少 ， 在 蕨 类 植物 垫 状 卷 柏 中 LEA1 基因 的 研究 几乎 空白 。 
此 ， 在 热 状 卷 相 中 克隆 LEA1 基因 并 分 析 其 分 子 机 制 及 表达 特征 ， 对 深入 研究 其 在 垫 状 卷 村 
抗旱 过 程 中 的 调控 机 制 具 有 重要 意义 。 本 研究 分 离 克 隆 了 热 状 卷 柏 SpLEA1 基因 , 对 SpLEA1 
基因 序列 及 启动 子 顺 式 作用 元 件 进行 了 生物 信息 学 分 析 ， 构 建 了 系统 发 生 树 和 遗传 距离 矩 
阵 ， 对 同 源 蛋白 序列 进行 了 比 对 , 利用 实时 问 光 定量 技术 检测 了 执 状 卷 柏 幼 嫩 叶片 不 同 干旱 
~ 状态 下 的 表达 情况 , 为 进一步 探索 SpLEA1 基因 在 干旱 胁迫 下 的 功能 及 分 子 作 用 机 制 莫 定 基 
础 ， 同 时 ， 为 园林 园艺 观赏 植物 的 抗旱 性 改良 提供 基因 资源 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 及 处 理 

执 状 卷 柏 采 于 云南 省 昆明 市 郊区 ， 采 集 后 进行 培养 箱 培养 (16h HE; 25'C; 相对 湿度 
20%) 。 采 用 执 状 卷 柏 新 鲜 枝 叶 提 取 DNA 和 cDNA; 基因 表达 分 析 采 用 从 岩石 表层 采集 、 
植株 根部 土壤 含量 较 低 的 垫 状 卷 柏 植株 ， 对 实验 材料 根部 充分 浇 水 后 ， 进 行 自然 干旱 处 理 ， 
在 处 理 时 间 点 进行 新 鲜 幼 嫩 枝叶 采集 ， 分 为 6 个 处 理 组 ， 分 别 为 0n〔 根 部 充分 着 水 ， 对 照 
组 ) 、 自 然 干旱 2 h、 自 然 干旱 4h、 自 然 干旱 12 h、 自 然 干旱 24 h 及 干旱 24 h 后 复 水 2 h 
组 ( 复 水 组 在 干旱 24h 后 立即 给 予 充足 水 分 ) 。 各 处 理 组 选取 6 个 长 势 一 致 的 植株 ，3 个 生 
物 学 重复 ， 每 个 处 理 后 的 样本 液 氮 速冻 于 -80 °C 保存 。 
1.2 方法 
1.2.1 SpLEA1 基因 DNA. 的 克隆 

热 状 卷 柏 总 DNA 的 提取 按照 小 量 植物 ( 叶 ) 总 DNA 抽 提 试剂 盒 〈 北 京 天 根 生 化 公司 ) 
的 说 明 书 提取 。 根 据 本 实验 室 转录 组 测序 结果 ， 设 计 SpLEA1 基因 全 长 引物 CE DD ， 以 垫 
状 卷 柏 DNA 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 。PCR 反应 体系 : DNA 模板 2.0 uL. 2xTaq PCR 
MasterMix 16 HEL、 上 下 游 引 物 各 1.0 uL. ddH5O 20 uL, 终 体积 40 uL. PCR 扩 增 程序 : 94 °C, 
预 变性 ，2 min; 94°C, ZE, 30s, 57°C, RK, 30s, 72°C, &Eff, 90s, 38 个 循环 ; 
72 "C ,延伸 ,10 min; 4 SCA. f FH. 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 并 使 用 凝 胶 回收 试剂 盒 COMEGA 
公司 ) 纯化 PCR 产物 ， 连 接 到 克隆 载体 PMD18-T〈 宝 日 医生 物 技术 ) 中 ， 转 化 大 肠 杆 菌 
E. coli DH5a. (天 根 生 化 生物 公司 ) ， 经 菌 液 PCR 鉴定 后 送 生 工 生物 工程 股份 有 限 公 司 进行 
测序 。 
1.2.2 SpLEA1 基因 cDNA 的 克隆 

垫 状 卷 柏 的 总 RNA 按照 总 RNA 提取 试剂 盒 (OMEGA 公司 ) 的 说 明 书 提取 。 参 照 逆 
转录 试剂 盒 〈 全 式 金 生物 技术 有 限 公司 ) 的 使 用 说 明 书 方法 ， 使 用 提取 的 RNA 作为 模板 进 
行道 转录 反应 。 以 垫 状 卷 柏 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 (引物 、PCR 反应 体系 和 
程序 同 1.2.1 相同 ) ， 转 化 克隆 、 测 序 ， 获 得 cDNA 全 长 。 
1.2.3 SpLEA1 基因 启动 子 的 克隆 


以 热 状 卷 柏 DNA 为 模板 ,结合 


LEAI 基 


DE 


行 电泳 检测 ， 切 取 目 的 条 带 连 接 、 转 化 进行 克隆 后 送 往 测 序 。 


1.2.4 生物 信息 学 分 析 


序列 设计 启动 子 特异 引物 SpLEAIQU2/3 C& 
1) ， 分 别 作为 第 一 轮 、 第 二 轮 、 第 三 轮 特异 引物 ， 依 次 与 随机 引物 组 合 ， 进 行 HiTail-PCR 
扩 增 ， 随 机 引物 采用 Liu & Chen (2007) 设计 的 LAD1-LU2/3/4 CE DD 。 选 择 第 三 轮 产 物 进 


利用 ExPASy-ProtParam Chttps://web.expasy.org/protparam/) 分 析 氮 基 酸 的 理化 性 质 ; F 


( https://web.expasy.org/protscale/ ) 


用 Softberry Chttp://linux1.softberry.com/berry.) 分 析 基 因 的 结构 信息 ; 利用 NetPhos 3.1 Server 
C http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ ) 预测 磷酸 化 位 点 ; 
Ar Wr EARME; 


利用 Protscale 
^| 用 SOPMA 


C https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page-npsa, sopma.html ) 进行 二 级 结构 预测 


及 分 析 ; 利用 Swiss-Model Chttps://swissmodel.expasy.org/interacti ve ) 
模型 ， 利用 DNAMAN9 软件 获得 多 序列 结构 域 比 对 图 
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PlantCARE(https://bioinformat-ics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/heml/) 对 启动 子 顺 式 作 用 元 


件 进行 分 析 。 
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化 P" ; 利 用 


1.2.5 SpLEA1 的 实时 殉 光 定量 PCR 表达 


利用 实时 荧光 定量 PCR. 技术 分 析 热 状 卷 柏 SpLEA1 基因 在 干旱 胁迫 处 理 下 的 表达 ， 根 


通过 同 源 建 模 建立 三 级 
并 分 析 遗 传 距离 矩阵 ; 利用 MEGA X 


在 线 软 件 


据 获 得 的 热 状 卷 柏 SpLEA1 基因 序列 设计 一 对 SpLEA1 定量 PCR 引物 ， 以 卷 柏 Actin 为 内 参 
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基因 C 1) ,以 cDNA 为 模板 , 利用 TB Green? Premix Ex Taq Ii 8j 4 
tfr Sc] KEE PCR 分 析 ， 每 个 样品 3 次 重复 以 减 小 误差， 反应 程序 : 95°C, WAE, 
30s; 95°C, Æ, 5s, 60°C, RK, 30s, 40 个 循环 。 每 个 样品 设 有 3 次 重复 ， 采 用 


本 研究 所 用 引物 序列 


Table 1 Primer sequences used in this study 


名 称 


Name 


引物 序列 (5 一 37) 


Primer sequences (5'—3" 


SpLEAI1-F 
SpLEA1-R 
SpLEA1QI1 
SpLEA1Q2 
SpLEA1Q3 
QREJEM-1 
QRTJEM-2 
SmAF 
SmAR 


LADI-1 


LAD1-2 


LAD1-3 


LADI-4 


ATGGCTTCTGCACAGGAAAAG 
TTAATCAGTCTTCTTAAACTTGC 
CTCATCGATGTCAATCCCACGC 

CCTTCCTTGCCTAACTGCTCTG 
CTTCAGCAAGCCTTTCCTGCG 
CAGCACAGGGCAGAGCAGTTAG 
CCTCTCCTCCTTCCGCACCAG 
CCAACTGGGACGACATGGAGA 
CACCGCCTGAATAGCAACGT 
ACGATGGACTCCAGAGCGG 
CCGCVNVNNNGGAA 
ACGATGGACTCCAGAGCGG 
CCGCBNBNNNGGTT 
ACGATGGACTCCAGAGCGG 
CCGCVVNVNNNCCAA 
ACGATGGACTCCAGAGCGG 
CCGCBDNBNNNCGGT 


B (Takara, RR820A) 
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2 结果 与 分 析 


2.1 SpLEA1 基因 的 克隆 

以 执 状 卷 柏 总 DNA 为 模板 ， 结 合 引 物 SpLEA1-F/R 进行 PCR 扩 增 ， 经 测序 鉴定 获得 全 
长 475 bp 的 SpLEA1 基因 。 以 cDNA 为 模板 ， 采 用 SpLEA1-F/R 为 引物 ， 克 隆 获 得 279 bp 
的 SpLEA1 基因 cDNA 序列 (图 1: AO 。 测 序 结果 表明 ，SpZLEA41 基因 含有 1 个 内 含 子 (196 
bp) 和 2 个 外 显 子 C115 bp 和 164 bp) ，cDNA 长 度 为 279 bp. 编码 92 个 氨基 酸 (图 1: B) 。 
根据 NCBI 的 PFAM 数据 库 查 询 ， 得 到 SpLEA1 蛋白 在 2-88 氨基 酸 位 点 含有 保守 结构 域 
LEA-5, PFAM 号 是 PF00477， 表 明 垫 状 卷 柏 SpLEA1 基因 属于 LEA1 家 族 。 

通过 SOPMA Chttps://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page-npsa sopma.html) 
在 线 预 测 垫 状 卷 柏 SpLEA1 蛋白 质 二 级 结构 ， 由 图 1: C 可 知 ，o- 螺 旋 占 40.2296, p-frff ih 
18.48% , 无 规则 卷曲 占 36.96% , 4E (h $E H 435% ， 采 用 Swiss-Model 

Chttps://swissmodel.expasy.org/interactive) 在 线 工 具 进行 同 源 建 模 ， 预 测 其 三 级 结构 。 垫 状 

卷 柏 SpLEA1 蛋白 主要 由 a- 螺 旋 和 无 规则 卷曲 构成 ，B- 转 角 和 延伸 链 占 比较 小 。 


B 
10 20 30 40 50 60 
1 ATGGCTTCTGCACAGG AAA AG ATTGAGCTTG ACGCGAAGGCAAG AGCTGGGG AG ACGG TG 
1 M 4 S à Q EX I ELDAK AR AG ETT 
70 80 90 100 110 120 
61 GTTCCTGGAGGAACGGG TGG AAAG AGCTTGG AGGCGCAGG AAAGGCTTGCTG AAGGGCG À 
21 VPGGTGGKSLEAGQERLAEGHR 
130 140 150 160 170 180 
121 AGCAAGGGTGGACAGCACAGGGCAGAGCAGTTAGGCAAGGAAGGTTATTCTCAAATGGGG 
41 SK6G6GQHRAEGQLGKEGYSQIHNSGS 
190 200 210 220 230 240 
181 ACGCTTGGAGGACTTTCG AGCGCTGG TGCGG AÀGG ÀGG AG AGG TTGCCAAAG AGCG TGGG 
61 TLGGLSSAGAEGGEYVAKERG 
250 260 210 
241 ATTGACATCGATGAGAGCAAGTTTAAGAAG ACTG ATTAÀ 
G 81 I D Lb E S K FX S K TD 
18 20 38 40 58 68 70 


A. SpLEA1 基因 cDNA 的 扩 增 , 其 中 M 为 DL2000 DNA marker, 1 为 SpLEA1 基因 ; B. SPLEA1 基因 的 cDNA 
序列 及 其 编码 的 氨基 酸 序列 ，C. SPLEAI 蛋白 二 级 结构 预测 。 蓝 色 . a- 螺 旋 ， 绿色. B- 转 角 ; 紫色 . 无 规则 卷 
曲 ， 红 色 . 延伸 链 。 

A. Amplification of SpLEA1 gene, where M is DL2000 DNA marker and 1 is SpLEA1 gene; B. The cDNA 


sequence of the SpLEA1 gene and the amino acid sequence encoded by it; C. Secondary structure prediction of 
SpLEAI protein. Blue. o-helix; Green. f-turn; Purple. Random coil; Red. Extended chain. 
图 1 SpLEA1 基因 序列 分 析 

Fig.1 Sequence analysis of SPpLE41 gene 
2.2 SpLEA1 的 生物 信息 学 分 析 
通过 ExPASy-ProtParam Chttp://www.expasy.org/tools/protparam.html) 预测 分 析 ， SpLEA1 
基因 编码 蛋白 质 相 对 分 子 量 为 9 491.46 Da， 理 论 等 电 点 5.45， 分 子 式 为 C397HesoN123O142S2， 
带 负 电荷 (Asp + Glu) 的 残 基 总 数 为 16, 带 正 电荷 (Arg + Lys) 的 残 基 总 数 为 14。 不 稳定 指数 为 
28.72， 该 蛋白 为 稳定 蛋白 。SpLEAL EAE Thr (4.396) ~ Lys (9.8%) ~ Gln (5.490) ~ 
Gly (18.596) ~ Glu (13.0%) 亲 水 性 氨基 酸 , 还 含有 Ala (12.0%) ~ Met (2.296) , Val (3.396) 、 
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Ile (3.396) . Leu (6.5%) 玻 水 性 氨基 酸 。 经 计算 ， 素 水 性 氨基 酸 占 51%， 玻 水 性 氨基 酸 占 
27.4% 。 平 均 亲 水 指数 为 -0.838。 

通过 protscaleChttp:Wwww.expasy.ch/tools/protscale.html) 在 线 预 测 分 析 垫 状 卷 柏 SpLEA1 
和 蛋白 的 亲 / 玻 水 性 ， 结 果 表 明 ， 小 于 0 的 亲 水 性 氨基 酸 占 多 数 ， 大 于 0 的 疏水 性 氨基 酸 只 占 
少数 ， 在 第 68 位 氨基 酸 有 最 大 值 为 0.892， 该 处 玻 水 性 最 强 ， 在 第 43 位 氨基 酸 有 最 小 值 为 
-2.433， 该 处 亲 水 性 最 强 (图 2) ， 说 明 SpLEA1 和 蛋白 属于 亲 水 性 蛋白 。 

利用 NetPhos 3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) 在 线 预 测 发 现 SpLEA1 
蛋白 发 生 磷 酸化 修饰 的 位 点 共有 10 个 。 其 中 丝氨酸 有 6 个 CSerine 位 点 为 3、29、57、66、 
67. 860 ， 而 酷 氨 酸 有 3 个 〈Tyrosine 位 点 为 19 40250 ， 苏 氨 酸 仅 有 1 个 (Threonine 位 点 
56) 。 


Hphob.kyte & UWoolittle 


得 分 Score 


10 20 30 40 50 60 70 80 90 
位 置 Position 


图 2 SpLEAI 和 蛋白 质 亲 玻 水 性 预测 
Fig.2 Hydrophilicity prediction of SpPLEA1 protein 

利用 MEGAX 构建 系统 进化 树 ， 并 使 用 DNAMAN 进行 遗传 距离 矩阵 分 析 ， 发 现 热 状 
卷 柏 SpLEA1 与 鹰 嘴 豆 (XP_004506729.1D) 和 红 三 时 (PNX91110.1) 蛋 白 同 源 性 较 高 ， 聚 为 一 支 
(图 3) 。 用 Blast 进行 序列 相似 度 分 析 ， 将 热 状 卷 柏 SpLEA1 EASE SIR. NE 
等 15 种 亲缘 关系 较 近 但 物种 不 同 的 蛋白 序列 进行 比 对 《图 4) 。 多 重 序列 比 对 结果 显示 ， 
SpLEA1 蛋白 含有 LEA-5 保守 结构 域 。 在 遗传 距离 矩阵 中 发 现 , 红 三 叶 和 认 嘴 豆 与 垫 状 卷 杠 
SpLEA1 的 遗传 距离 最 近 ， 为 0.272; 芽 荣 与 热 状 卷 柏 SpLEAT 的 遗传 距离 最 远 ， 为 0.348 。 
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野生 二 粒 小 麦 Triticum dicoccoides (XP037438597.1) 
黑 麦 Secale cereale (CAB88086.1) 

ZAE Brachypodium distachyon (XP-010231513.1) 
大 核 Eucalyptus grandis (XP039159393.1) 

椰子 Cocos nucifera (KAG1371558.1) 

油 棕 Elaeis guineensis (XP.010920817.1) 

d; 9 1E Telopea speciosissima (XP043723982.1) 

南瓜 Cucurbita moschata (XP-022949998.1) 

黄瓜 Cucumis sativus (XP-004148611.1) 

{FJ Momordica charantia (XP-022144068.1) 

一 串 红 Salvia splendens (XP041993562.1) 

胡麻 Sesamum indicum (XP-011084893.1) 

73 菠菜 Capsella rubella (XP.006296516.1) 

Ah HRH Selaginella pulvinata 


84 


红 三 叶 Trifolium pratense (PNX91110.1) 


96 IW Cicer arietinum (XP-004506729.1) 
一 一 一 一 一 一 
0.05 
3 SpLEAI 蛋白 系统 进化 分 析 
Fig.3 Phylogenetic analysis of the SPLEAL protein 
Sp | 39 
Ss | XP 041993562.1 40 
Bd | XP 010231513.1 39 
Cm | XP 022949998.1 39 
Eg | XP 039159393.1 39 
Cn | KAG1371558.1 39 
Egs| XP 010920817.1 39 
Tp | PNX91110.1 39 
Si | XP 011084893.1 39 
Mc | XP 022144068.1 39 
Cr | XP 006296516.1 39 
Ts | XP 043723982.1 39 
Td | XP 037438597.1 40 
Ca | XP 004506729.1 39 
Cs | XP 004148611.1 39 
Sc | CAB88086.1 40 
Consensus 
Sp | 79 
Ss | XP 041993562.1 80 
Bd | XP 010231513.1 79 
Cm | XP 022949998.1 79 
Eg | XP 039159393.1 79 
Cn | KAG1371558.1 79 
Egs| XP 010920817.1 79 
Tp | PNX91110.1 79 
Si | XP 011084893.1 79 
Mc | XP 022144068.1 79 
Cr | XP 006296516.1 79 
Ts | XP 043723982.1 79 
Td | XP 037438597.1 80 
Ca | XP 004506729.1 79 
Cs | XP 004148611.1 I 79 
Sc | CAB88086.1 mes BeaAF 80 
Consensus Sggeraaee 
Sp | 92 
Ss | XP 041993562.1 94 
Bd | XP 010231513.1 92 
Cm | XP 022949998.1 91 
Eg | XP 039159393.1 92 
Cn | KAG1371558.1 90 
Egs| XP 010920817.1 90 
Tp | PNX91110.1 93 
Si | XP 011084893.1 91 
Mc | XP 022144068.1 91 
Cr | XP 006296516.1 92 
Ts | XP 043723982.1 92 
Td | XP 037438597.1 93 
Ca | XP 004506729.1 97 
Cs | XP 004148611.1 t 91 
Sc | CAB88086.1 e S 93 


Consensus gieideskfrtk 
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Sp. SUA. Ss. 一 串 红 ; Bd. 二 穗 短 柄 草 ; Cm. 南瓜 ;， Eg. XT; Cm. 椰子 ，Egs. WEK; Tp. 红 三 叶 ; 
Si. 胡麻 ; Me. 苦瓜 ; Cr. F; Ts. dt. Td. 野生 二 粒 小 麦 ，Ca. JUS: Cs XJ Sc. Xx. 
红线 标注 为 保守 结构 域 区 间 。 

Sp. Selaginella pulvinata; Ss. Salvia splendens; Bd. Brachypodium distachyon; Cm. Cucurbita moschata; Eg. 
Eucalyptus grandis; Cn. Cocos nucifera; Egs. Elaeis guineensis; Tp. Trifolium pratense; Si. Sesamum indicum; 
Mc. Momordica charantia; Cr. Capsella rubella; Ts. Telopea speciosissima; 'Td. Triticum dicoccoides; Ca. Cicer 
arietinum; Cs. Cucumis sativus; Sc. Secale cereale. The red lines are marked as conservative structural domain 


intervals. 
图 4 SpLEAI 蛋白 与 15 种 植物 的 多 重 序列 比 对 


Fig.4 Comparison of SPLEAL protein with homologous sequences of 15 plant species 


2.3 SpLEA1 基因 的 启动 子 克 隆 与 功能 元 件 分 析 

以 热 状 卷 柏 DNA 为 模板 ， 进 行 HiTail-PCR 扩 增 SpLEA1 基因 启动 子 序列 ， 选 择 第 3 泳 
道 约 为 2 000 bp 的 条 带 回 收 产 物 (图 5) ， 克 隆 获 得 SpLEA1 起 始 密码 子 CATGO. 上 游 2 018 
bp 的 序列 。 使 用 PlantCare 在 线 软 件 预测 分 析 SpLEA1 启动 子 中 的 顺 式 作 用 元 件 ( 图 6, 表 2)， 
发 现 SpLEAl 启动 子 区 含有 核心 启动 子 TATA-box 和 启动 子 增 强 子 常见 顺 式 作用 元 件 
CAAT-box; 含有 光 反 应 元 件 CI-box 和 G-Box) 和 大 量 与 非 生物 胁迫 有 关 的 功能 性 顺 式 作用 
元 件 ， 其 中 有 激素 类 的 脱落 酸 响应 元 件 (ABRE). KARP AMIE CCGTCA-motif 和 
TGACG-motif) 、 赤 霉 素 响应 元 件 (GARE-motif 和 了 P-box)、 水 杨 酸 响应 元 件 (TCA-element) 
及 辅酶 响应 元 件 TGA-element) ， 还 包含 与 干旱 胁迫 有 关 的 功能 性 元 件 MYB 及 参与 干旱 
诱导 的 MYB 结合 点 (MBS) 。 以 上 结果 可 推测 SpLEA1 基因 的 表达 对 垫 状 卷 柏 在 干旱 环境 
下 的 生存 能 力 有 显著 影响 。 


M 为 DL2000 DNA marker，1、2、3、4 泳 道 为 第 三 轮 特异 引物 SpLEA1Q3 和 随机 引物 LAD1-1/2/3/4 结合 
的 PCR 扩 增 产物 。 对 第 3 泳 道 黑 框 内 的 产物 进行 回收 。 
M is DL2000 DNA marker, lanes 1, 2, 3, and 4 are specific primers SpLEA1Q3 and random primers combined 
with PCR amplification products. Recovery of the product in the black box of lane 3. 

5 SpLEA1 基因 启动 子 HiTail-PCR 扩 增 


Fig.5 HiTail-PCR amplification of SpLEA1 gene promoter 


Hu 
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-2018 — GAGGGAACGCCGCGCGCCCAGGCCAACACATICTCCTCTTGATCACCTACAAGCATTCCCTCAGGAGATCCGGGAGGAGTTTCTATGCCGAGGCGGTTGTTCTICCGG 
TGA-element MYB/MBS 
-1910 — CIGTICTTICAGTGCAGATGGAATCCAATGGTCAGAACTCTITACGGGGATATATTTCACACAAATCTTTCACCTTCCA GGATTTAGATTICACCGTACAAG 
MYB/MBS 


-1799 AdGcrc AAGAAACTCTIGCTAGAGTTCAATGCGGATTGTTCTGATCATTACCAGAGAGTACAAATTGGTCACTGTTICATGCACTCGAGCAATCCAAAGACAGTGAGCTC 


-1690 CAAAATCTIGTCCGTGAGCAGCTCTAAACCTCTTATTAGTATATGTTTCGCCACCTCGGAAGAATCACAATGCCAACTTGTICAGACAGAGAGTGACTTATATGAGACCA 
MYC ARE 


ABRE 


-1579 CTITIGATAAGTATGTCCTGGTGAAAGTCAATGCACCACAAAATGCATGTGATGGTATGAAATTTGTATCC., ATTGAAGGAC[AJAC GTGGTGTTCGTA[TGGTTTICTICCTICA 
TGACG-motif 


-1470 TGGCATATGTTTC IGACGI TATAAAACGCTCAACTCCACCTGTACAAGAAATTTGTGACATTCTICAGGAAGCTCGAAGCCATTCGTTGCCCGAGACGTCGATCGCGGA 
MYC 


-1359 ACCTCTTCTTACGTTICGAGGTTTTATAGTTCTTGTTAAACCGA/CA44TGATTCATCGTTGGAGCTAGAAGTTAAGGATTATTACGGAACACAATCGGTTTCTGTCCTTGT 

-1249 AGATGGATCCAAGGTCATTGTCCCTGTAAACTTGCGACCTGGAACCATCGCATCATTTCATCGAACTTITATTAAGAAGATGTTCAGATGGAAATATTGTGCTCCAGACAA 

-1139 TTCCTACGAGTGTAATTACTGTTCACGCCGTITACAAGCTGAAGAAGACATATAGTAAATTATTGGATAAAATAAATGAAACTCAGTACATGGATATGAATCTAGAACCG 
ABRE 


-1028— AAGAAATGGTGCTATATATCATGCTIGTC ACGTICGTCTATAACGGGAATAGGCCTICATTGCAGAGTCTTTGCTATATTAGAACTTGTGTTTAAGTGGCTGACAAGT 
P-box MYB/MBS 
-917 CÍCAAAAGGAAGTACTGCACATAATCCTCTACAAAATATCGACTTTTCTGQTGGTTGCTTTCTTATTGATGATGGATCTGGTGTGGCCGAGTGCTGTGTGTATGGTGCATCA 
ABRE/ TGA-element ARE 


-700 ACAGAAAAGAATACTCTGATGATTGGACACAACAACAATGTCAAGTTGTTCGAAATGATAAGAGTCTGAGTGAGACAGAGCAAGCCATAGTGGAG GGCTA 
G-Box /ABRE 


-589 GAACATCTCGCACTGTACCCCTGGTATCATTTTGTATGCGTGGGTGTGTACTCGTTGACTTAGCTATACAAGTTT|AJACGTGTAATGTGTATCAGGATAGTTTTGAGAAATA 


-481 TCAGTTGACACACACACACACATTTTOCAGGTTIÍTGGTTTOTGATTTACTGAGGGGCAGTGAAAACAGTAAAAGAGTGAGGTTAGTGGCAACTTCTGTGAAGACACTT 

-371 TOCTACACAACAGIAAGECGAAAIGATTGAGCAGGGAGCTGGAGCTTACGTTAAAGATCAAACATGTATGATCTATTTAACAGCTICAGGTAGTGTATTCTATEATFIGATA 

-261 TICATACCAGCATACATTGTGTGTTGAGAGAGAGCATACTTGTAGACACCATTCCTAATGGCTTACGATGTTAGTATAGTGAGTAAAGTACGTAAGTAGTTACACACACA 

-150 GGACTTAATTGTTGGGGTAATTGTGTTTGTCAGGGTATTAACATTCTTTAAACGOGGTGTCAGCTTAGCAATATG ACACOT TACTGCTTGCATGCAAACATCAGTGCTAT 
G. -moti 


-110 ATATACATAATATCTGTTGGTGAGTTTTCAGATATCTATA 


方 框 所 框 为 顺 式 作 用 元 件 ， 黑 色 加 粗 的 序列 为 TATA-box; 斜体 的 序列 为 CAAT-box。 


The box is cis-element; the black and bold nucleotide sequence is TATA-box; The sequence in italics is CAAT-box. 
图 6 SpLEA1 基因 启动 子 的 序列 及 部 分 顺 式 作用 元 件 
Fig.6 Sequence and partial cis-acting elements of the SpLEA1 gene promoter 


X2 SpLEA1 启动 子 部 分 顺 式 作用 元 件 的 预测 


Table 2 Prediction of some cis-acting elements of SpLEA1 promoter 
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顺 式 作用 元 件 核心 序列 功能 
Cis-acting element Core sequence Function 
TATA-box TATA/ATATAT 转录 起 始点 -30 附近 的 核心 启动 子 元 件 


Core promoter element around -30 of transcription Start 


CAAT-box CAAT/CCAAT/CAAAT ”启动 子 和 增强 子 区 域 的 共同 顺 式 作 用 元 素 

Common cis-acting element in promoter and enhancer regions 
LTR CCGAAA 参与 低温 反应 性 的 顺 式 作 用 元 素 

Cis-acting element involved in low-temperature responsiveness 
MYB CAACAG/CAACCA 
MBS CAACTG 参与 干旱 诱导 的 MYB 结合 点 

MYB binding site involved in drought-inductility 
I-box GTATAAGGCC 光 反 应 元 件 的 一 部 分 

A part of light-responsive element 
GARE-motif TCTGTTG 赤 霉 素 反 应 元 件 

Gibberellin-responsive element 
P-box CCTTTTG ZB ER BOW Tof 

Gibberellin-responsive element 
G-Box CACGTT 参与 光 反 应 性 的 顺 式 调节 元 件 

Cis-acting regulatory element involved in light responsiveness 
ARE AAACCA 厌 氧 诱导 所 必需 的 顺 式 作用 调节 元 件 

Cis-acting regulatory element essential for the anaerobic induction 
TGACG-motif TGACG 参与 MeJA 反应 性 的 顺 式 作用 调节 元 件 

Cis-acting regulatory element involved in the MeJA responsiveness 
TCA-element TCAGAAGAGG 参与 水 杨 酸 反应 性 的 顺 式 作用 元 素 
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Cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness 


TGA-element AACGAC 辅酶 反应 元 件 Auxin-responsive element 
ACE GACACGTATG 参与 光 反 应 性 的 顺 式 作 用 元 素 
Cis-acting element involved in light responsiveness 
ABRE ACGTG/TACGGTC/GC ”参与 脱落 酸 反 应 性 的 顺 式 作用 元 素 
AACGTGTC Cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness 
MYC CATGTG/CATTTG 
CGTCA-motif CGTCA 参与 MeJA 反应 性 的 顺 式 作 用 调节 元 件 


Cis-acting regulatory element involved in the MeJA responsiveness 


2.4 SpLEA1 基因 实时 荧光 定量 分 析 

利用 qRT-PCR 分 析 检 测 垫 状 卷 柏 SpLEA1 在 干旱 胁迫 下 的 表达 模式 。 由 图 7 可 知 ， 在 
自然 干旱 时 间 延 长 的 过 程 中 ，SpLEA1 呈现 上 调 表达 趋势 ， 在 干旱 12 h 时 达到 峰值 ， 后 呈现 
下 降 趋势 ， 在 干旱 24 h 后 给 予 复 水 处 理 h, SpLEAl 的 表达 量 显著 下 降 。 以 上 结果 可 以 推 
Jl], SpLEA1 参与 了 执 状 卷 柏 干旱 胁迫 的 响应 。 


相对 表达 量 Relative expression 


0 2 4 12 24 re24 


处 理 时 间 Treatment time (h) 


* 表 示 与 0h 处 理 相 比 差异 显著 (P<0.05) . 0. 2. 4. 12. 24. re24 为 植物 材料 自然 干旱 处 理 时 间 Ch, 
其 中 re24 REFF 24 h 后 复 水 2 的 样品 数据 。 
* means significant differences compared to 0 h treatment (P«0.05). 0, 2, 4, 12, 24, re24 are the dehydration 
treatment times of plant materials (h), where re24 h represents the data of samples rehydrated for 2 h after 24 h of 
dehydration. 
图 7 SpLEA1 基因 干旱 胁迫 下 的 表达 
Fig.7 Expression of SpLEA1 gene under drought stress 


3 讨论 与 结论 


在 本 研究 中 SpLEAT 蛋白 保守 结构 域 为 LEA-5 (PF00477) ， 属 于 LEAI 家 族 。 与 NCBI 
中 已 收录 的 15 个 LEA 蛋白 进行 序列 对 比 ， 发 现 有 2 个 保守 序列 在 N 端 和 C 端 出 现 ， 这 与 
Battaglia 等 〈2008) 的 报道 一 致 ， 在 同 源 进化 关系 的 分 析 中 ， 没 有 检索 到 与 SpLEAI 和 蛋白 
相似 度 高 的 同属 植物 , 但 发 现 垫 状 卷 柏 SpLEA1 与 认 嘴 豆 和 红 三 叶 的 Lea-5 蛋白 同 源 性 较 高 ， 
而 在 研究 鹰 嘴 豆 中 CarLEA793 和 CarLEA4 基因 在 干旱 胁迫 下 保护 植物 细胞 的 分 子 机 制 ， 推 
进 了 LEA 蛋白 的 耐 旱 性 研究 〈 顾 汉 燕 ，2010) 。 对 大 豆 中 LEA1 蛋白 结构 研究 表明 LEAI 
蛋白 保守 基 序 Em-C 和 Em-2M 多 上 肽 在 不 同 环境 中 的 结构 及 聚集 行为 会 发 生 改变 ， 但 都 主要 
以 无 规则 结构 形式 存在 ,这 可 能 与 Em 蛋白 在 不 同 环境 中 的 结构 特点 ， 及 其 重要 区 域 在 整个 
蛋白 中 所 起 的 作用 有 关 【〈 薛 区 等 ，2012) 。 在 邹 永 东 (2011) 的 研究 中 可 以 发 现 LEA1 蛋白 


在 应 对 不 同 环境 时 可 以 形成 不 同 的 空间 结构 ， 这 些 特殊 的 空间 结构 与 a- 螺 旋 相 互 作用 ， 对 
细胞 中 的 酶 活性 与 蛋白 质 结构 起 到 了 保护 作用 。 利 用 在 线 软件 SOPMA 和 Swiss-Model 对 
SpLEA1 蛋白 的 二 级 结构 和 三 级 结构 进行 分 析 预 测 ， 结 果 表 明 SpLEA1 蛋白 主要 结构 是 a- 
螺旋 和 无 规则 卷曲 , 与 LEAT 家 族 基 因 的 结构 特点 一 致 , 推测 SpLEA1 和 蛋白 通过 形成 a- 螺 旋 
与 无 规则 结构 参与 对 执 状 卷 柏 的 干旱 响应 ,而 在 实时 这 光 定 量 结果 分 析 中 , 可 以 看 出 SpLEA1 
基因 在 执 状 卷 柏 干旱 处 理 后 出 现 表 达 上 调 的 趋势 ， 在 干旱 12 h 时 达到 峰值 ， 而 在 复 水 处 理 
后 表达 量 明显 下 降 , 反映 了 SpLEAI 蛋白 在 受到 干旱 胁迫 时 会 被 诱导 表达 , 这 可 能 是 垫 状 卷 
柏 高 耐 旱 性 的 原因 之 一 。 热 状 卷 柏 SpLEA1 基因 的 时 空 表达 差异 为 后 续 过 表达 功能 研究 提供 
了 基础 。 

本 研究 采用 HiTail-PCR 技术 扩 增 SpLEA1 基因 启动 子 序列 ， 利 用 在 线 软件 PlantCare 分 
REH SpLEA1 启动 子 中 的 顺 式 作用 元 件 ， 分 析 SpLEA 1 基因 的 转录 表达 水 平 。 发 现 了 
核心 元 件 TATA-box 和 CAATbox， 表 明 SpLEA1 基因 功能 可 以 稳定 表达 ， 对 SpLEA1 启动 子 
功能 元 件 进行 分 析 , 结果 表明 启动 子 区 中 含有 大 量 的 诱导 型 启动 子 , 包含 5 类 激素 诱导 表达 
元 件 和 非 生物 胁迫 诱导 表达 元 件 ， 其 中 与 水 分 胁迫 有 关 的 元 件 有 7 个 ABRE、4 个 MYB 和 
4 个 MYC, 与 实时 荧光 定量 实验 中 热 状 卷 柏 在 干旱 处 理 后 SpLEA1 基因 表达 上 调 的 结果 相 一 
致 ， 反 映 了 SpLEA1 基因 参与 了 干旱 胁迫 的 应 答 响 应 。 关 于 SpLEA1 基因 抗旱 性 的 作用 机 制 
有 待 进一步 研究 。 

本 研究 从 垫 状 卷 柏 中 克隆 获得 SpLEA1 基因 cDNA 全 长 序列 , 通过 对 其 蛋白 结构 分 析 得 
出 SpLEA1 蛋白 为 亲 水 性 稳定 蛋白 。 通 过 对 SpLEA1 基因 启动 子 的 分 离 克 隆 和 顺 式 作用 元 件 
分 析 ， 可 以 推测 SpLEA1 基因 在 垫 状 卷 柏 耐量 机 制 中 起 作用 ， 通 过 实时 痰 光 定量 表达 实验 可 
以 观测 到 在 干旱 环境 中 SpLEA1 基因 的 高 表达 特性 。 因 此 ， 推 测 SpLEA1 基因 与 执 状 卷 柏 的 
高 耐 旱 性 有 关 ， 参 与 了 垫 状 卷 柏 在 干旱 胁迫 下 的 表达 调控 。 在 后 期 的 实验 中 ， 可 以 构建 
SpLEA1 基因 在 酵母 或 拟 南 芥 中 的 高 表达 载体 ， 验 证 SpLEA1 基因 在 原核 和 真 核 生 物 中 的 表 
达 情 况 。 对 本 研究 的 进一步 探索 能 为 植物 抗旱 基础 研究 领域 提供 一 定 依据 , 提高 园林 园艺 经 
济 观赏 植物 在 干旱 环境 下 的 生存 率 。 
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